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L f invention a pour objet des particules submicrosco- 
piques contenant une substance biologiquement active et une 
matiere polymerisee, leur preparation et leur application comme 
preparations medicamenteuses a action prolongee. 
5 L ' invention concerne plus particulierement des 

particules submicroscopiques contenant une matiere polymerisee 
acceptable physiologiquement et une substance biologiquement 
active, lesdites particules formant une solution colloidale 
ou une suspension dans un milieu liquide hydrophile ou hydro- 
10 phobe, caracterisees en ce que la substance biologiquement 

active, est enrobee totalement ou partiellement par la matiere 
polymerisee, ou adsorbee sur des particules submicroFcopiques 
de matiere polymerisee. 

Par particules de dimensions submicroscopiques, on 
IS entend des particules ayant un diametre infer ieur a 500 T rim, flc- 
preference corapris ■ entre 50 et 300 lit,, 

Conformement au procSde de 1' invention, pour preparer 
ces particules submicroscopiques, 

a) on melange une suspension, une emulsion, une solution ou 
20 une solution colloldale dans un milieu liquide d'une 

substance biologiquement active eventuellement adsorbee 
sur un support, avec une matiere polymSrisable soluble dans 
le milieu liquide utilise" et 0 S 3% en poids d'un stabilisant, 
puis on soumet le melange I des conditions entralnar.t la 
25 polymerisation de la matiere polymerisable, ce qui donne 

des particules submicroscopiques de substance biologiquement 
active enrobee totalement ou partiellement par une couche 
de matiere polymerisee, ou 

b) on met en suspension des particules submicroscopiques de 
30 matiere polymerisee dans un milieu liquide contenant la 

substance biologiquement active, ce qui donne des particules 
submicroscopiques de polymere sur lesquelles la substance 
biologiquement active est adsorbee. 

Par polymerisation, on entend la polymerisation ou 
35 la copolymer isation de monomeres, la polycondensation de 

monomeres ou de prepolymeres ou la coacervation qui permet de 
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transformer un polymere soluble en polymere insoluble. 

Comrae matieres polymgrisables appropriees pour le 
proc§aS spScif IS sous a) , on peut utiliser des monomeres tels 
que le styrene, la vinylpyrrolidone , les dSrives de l'acide 
5 acrylique ou methacrylique, comme par exemple 1' aery late de 
methyle,. l'acrylate de butyle, 1 ' acrylamide , le methacrylate 
de mSthyle, le methacrylate de butyle ou le methacrylamide , 
ou un melange de ees composes, comme par exemple le melange 
methacrylate de methyle/ acrylamide . Comme prepolymeres solubles 

1C' appropriSs, on peut citer les prepolymeres d'uree-formol, des- 
aminoplastes et des phenoplastes et, comme raatiSres appro- 
pri€es pour la coacervation, la gelatine et la casSine. 

On utilise de preference, comme matiere polymerisable, 
le methacrylate de methyle ou le melange methacrylate de 

15 m&thyle/acrylamide. On peut egalement employer le styrene et 
les autres monomeres acryliques; toutefois, les acides acry- 
lique et methacrylique, en raison de leur fonction acide, 
peuvent alterer les substances biologiquement actives . 

La matiere polymSrisable utilisSe doit presenter une 

20 certaine solubility dans le milieu liquide; cependant, la 

matiere polymerisable peut n'etre que faiblement soluble dans 
le milieu liquide. Comme milieu liquide, on utilise de prefe- 
rence l'eau ofi la solubilitS par exemple du methacrylate de 
methyle est de 15 g/l'a la tempSrature ambiante, une solution 

25 aqueuse d'un tampon physiologique, comme par exemple un tampon 
au phosphate, ou une solution physiologique de chlorure de 
sodium. 

La polymerisation est effectuee de preference en 
1* absence d'un stabilisant. Toutefois, on peut utiliser un 

30 -stabilisant, de preference un agent tensio-actif , comme par 

exemple le sulfo succinate de di-(2-ethylhexyle) sous forme de 
sel de sodium (Aerosol 0T) , pour emulsionner la substance 
biologiquement active ou la matiere polymerisable. La quantity 
de stabilisant a utiliser ne doit pas exceder 3% en poids du 

35 milieu reactionnel; elle est de preference inferieure a 1%, 

plus particuliSrement inferieure h la concentration micellaire 
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critique. Ainsi, pour le mfrthacrylate de mSthyle dans i'eau, 
cette concentration est a' environ 0,1% en poids de l'eau. 

Comme substance biologiquenent active ajpropriSe, on peut 
citer les antig§n'es, les protSines, les virus, les*fcacteries, 
5 les cellules ou les constituants de virus, de bacteries ou de 
cellules. On utilise de preference des substances appropriees 
pour 1" administration par voie parenterale et capables de 
conferer une immunisation contre les maladies inf ectieuses . 
Les substances particulierement preferees sont les vaccine 

10 contre la -grippe, notamment les vaccins contenant des compo- 
sants des virus de la grippe. 

It* expression "substance biologiguement active" com- 
prend Sgalement des substances chimigues douees de propriStes 
pharmacologigues, en particulier des composes a haut poids 

15 raolSculaire. Comme exemples de tels composes, on peut citer les 
peptides, comme par exemple l'insuline, et les steroides, en 
particulier les hormones steroldes. 

Lorsgu'on effectue la polymerisation selon la metho- 
de spScifiSe sous a) de substances destinSes a 1* administration 

20 par voie parenterale, il faut tenir compte de la fragllltS de 
la substance biologiquement active mise en jeuj en particulier, 
il est recommandS de procSder de telle maniere que le produit 
final soit trSs pur, Men dSfini et contienne le moins possible 
de produits secondaires. On peut par exemple effectuer une 

25 reaction de polymerisation initiee par des rayons V : par des rayons 
ultra-violets ou par la lumiSre visible, eventuellement en 
presence d'un initiateur ou d'un catalyseur appropries. la 
reaction de polymerisation est effectuSe de preference sous 
une atmosphere inerte, par exemple sous atmosphere d' azote. 

30 Lorsgue le milieu reactionnel a tendance t se separer au repos 
en deux phases, il convient d'op&rer sous agitation vigoureuse. 
Toutefois, il import© que la substance biologiquement active 
ne soit ni alteree, ni desactivee par les radiations et/ou par 
le catalyseur eventuellement utilises. Certaines substances 

35 biologiquement actives qui sont employees dans le procSdS de 
1' invention, comme par exemple les antigenes, sont formees de 
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macromolecules qui sont instables 3 la chaleur, aux valeurs 

limites de pH, a 1'oxydation ou a certaines radiations. 

Pour ces raisons, il est done avantageux 

dans de tels cas d'effectuer la polymerisation selon l'une des 

5 methodes suivantes: 

I) polymerisation induite par les rayons X t par exemple au 
'60 

moyen d'une source au Co, en 1' absence d'un catalyseur; 
generalement, une dose d' environ 0,5 Mrad est suffisante 
pour polymer iser une quantity de monomire atteignant 1 g, 
lO II) polymerisation induite par un initiateur radicalaire hydro- 
soluble tel qu'un persulfate, lorsque la substance biolo- 
giquement active est insensible 5 1'oxydation; 

III) polymerisation induite par irradiation de lumigre visible, 
par exemple a l'aide d'une lampe incandescente de 300 watts 

15 et en presence de riboflavine (environ 0,01%) comme sensi- 

bilisateur et de per sulfate de potassium comme catalyseur; 

IV) polymerisation induite par irradiation ultra-violette, 
lorsgue la substance biologiquement active n'est pas des- 
activfie par la lumiere ultra-violette. On a constate par 

20 exemple que les proteines accelSrent la polymerisation 

[voir a ce sujet H.L. Needles, Polym. Letters 5^ 595 (1967)]. 
De petites quantites de methacrylate de methyle ou 
du melange methacrylate de mSthyle/acrylamide sont necessaires 
pour l'enrobage des substances biologiquement actives lorsqu'on 

25 utilise ces monomeres comme matiere polyra€risable. Ainsi, pour 
une suspension aqueuse d'un vaccin § la concentration habi- 
tuellement utilisee pour une administration par voie pare/itS- 
rale, par exemple pour un vaccin antigrippal ayant un degre 
d' hemagglutination compris entre 2 12 et 2 15 , on obtient un 

30 enrobage pratiquement total de cette substance active lors- 
qu'on utilise 2% en poids (par rapport au milieu rSactionnel) 
de methacrylate de methyle. On obtient un enrobage partiel de 
la substance active lorsqu'on utilise par exemple de 0,25 a 
1% en poids (par rapport au milieu reactionnel) de matiere 

35 polymerisable . Par enrobage partiel, on entend une repartition 
statistique de l'enrobage de telle sorte que certaines parti- 
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cules de substance active sont completement enrobSes et d'autres 
ne le sont pas. 

Au cours de la reaction de polymerisation selon 
l'invention, la matiire polymSrisable s'agglutine tout d'abord 
5 It la surface solide ou solvatee des particules de substance 

Mologiquement active, ceci en fonction des proprietSs physico- 
chimiques telles que la polarite, la constante dieiectrique, 
le coefficient de partage etc. . . , puis elle forme une enveloppe 
qui durcit par polymerisation. Par ailleurs, au cours du dur- 

10 cissement 11 peut se produire sur la substance active une 

addition des oligomSres qui se forment ainsi qu'une adsorption 
de la substance active sur des unites plus grandes de polymeres 
qui, au cours de la polymerisation subsequente, peuvent etre 
incorporees dans les particules qui se forment. De cette 

15 maniSre,on obtient Sgalement une incorporation partielle ou 
une liaison par adsorption de la substance biologiquement 
active. 

Lorsque les molecules de la substance active sont 
trop petites ou trop polaires, on adsorbs d'abord cetta subs- 

20 tance active sur un support appropriS puis or enrobe le tout 

selon le precede de 1' invention. Comme supports appropries, on 
peut citer l'hydroxyde d' aluminium, le bol, la silice hydrate© 
(par exemple le produit commercialise sous le nom Aerosil) 
et les polymeres acceptables physiologiquement , sous forme de 

25 particules submicroscopiques. On utilise de preference, comme 
support, la meme matiSre polymSre que celle employee pour 
l'enrobage de la substance active. 

Les particules submicroscopiques prgparSes selon le 
proc6d€ de 1* invention specif ie sous a) sont ensuite isoiees 

30 du milieu reactionnel selon des mithodes connues et, le cas 

echeant, purifi6es. Lorsqu'on opgre sous certaines conditions, 
par exemple lorsque la polymerisation est effectuee a l'aide 
de rayons Tet en 1' absence de catalyseur, on peut utiliser le 
melange reactionnel tel quel, sans qu'il soit necessaire de le 

35 - purifier. 

■Poutefois, il importe de verifier dans le produit 
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final la teneur des monomeres de depart en raison de la toxicite 
de certains de ces produits. Cette verification peut etre 
effectuee selon la m€thode d€crite par F.E. Critchfield, G.L. 
Funk et J.B. Johnson dans Anal.chem. 28^ 76 (1955). 
5 Lorsque le produit final contient une quantite ind§- 

sirable de monomeres, il faut proceder a une purification 
suppiementaire. On pent eliminer les monomgres par un lavage § 
I'aide d'un aolvant Sissolvant bien les monomeres, les poly- 
meres restsnt insolubl&s. On concentre ensaite le produit par 

10 exemple par csnarif ugaiion, filtration ou dialyse puis o/j 

ajuste la concentration finale en fonction de 1 'utilisation 
dSsiree. Lorsqu'on se trouve en presence de monomeres volatijLes 
tels que le methacrylate de methyle ou le styrene, ceux-cl ; <>. 
peuvent etre 61iminSs par evaporation sous pression rSduite ou 

15 par lyophilisation. 

Dans le procSde specif iS sous b) , le milieu liquide 
peut §tre hydrophile ou hydrophobe} on opSre de preference 
dans I'eau, dans une solution aqueuse d'un tampon physlologi- 
que comitie par exemple un tampon au phosphate, ou dans une solu™ 

20 tion physiologique de chlorure de sodium. 

Les partlcules submicroscopiques de polymere utilising 
dans ce procSdS, sont obtenues de preference en dissolvant , en 
emulsionnant ou en mettant en suspension le monomere dans un 
milieu liquide et en eff ectuant ensuite la polymerisation selon 

35 des methodes connues. Corome monomeres appropries, on peut 

utiliser ceux cites ci-dessus, en particulier le methacrylate 
de methyle ou le melange methacrylate de m6thyle/acrylamide. 

La polymerisation peut etre effectuee selon les 
methodes habituellement utilisees pour la preparation de parti= 

30 cules submicroscopiques de palymeres, par exemple selon les 

methodes de polymerisation specif iees sous I) 3 IV) . La polyme- 
risation ayant lieu en 1' absence de la substance biologiqueraent 
active, on peut operer sous des conditions plus energiques, 
par exemple en presence d'oxydants tels que des persulfates, 

35 par irradiation ultra-violette ou par chauffage dans un auto- 
clave. Le polymere final doit etre pur; pour eliminer les traces 
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de monomeres, on peut procgder selon les mSthodes deja dScrites. 

Pour obtenir 1' adsorption de la substance active, on 
procede comme suit: on isole ou on concentre les particules 
submicroscopiques de polymeres, par exemple par centrifugation 
5 ou par lyophilisation, on met ces particules en suspension 

dans un milieu aqueux puis on ajoute ce melange S une solution, 
a une emulsion ou a une suspension aqueuses de la substance 
biologiquement active. La substance active est ainsi adsorbee 
3 la surface des particules de polymeres. On isole ensuite le 

10 produit final de preference par lyophilisation, procede qui 

permet d'eiiminer les traces residuaires de monomeres et d'aug- 
menter le pouvoir d* adsorption des particules. 

On peut egalement introduire la solution ou la sus^ 
pension de la substance biologiquement active directement dans 

15 le milieu rSactionnel ou a eu lieu la polymerisation, sans 

isoler les particules de polymeres, mais dans ce cas on doit 
mettre en jeu des solutions ou des suspensions de substance 
active plus concentrfies. Par ailleurs, -certaines matieres poly- 
m£ris£es sous forme de particules submicroscopiques sont dis- 

20 ponibles dans le commerce} il auffit alors de mettre ces par- 
ticules en suspension dans le milieu liquide contenant la 
substance biologiquement active. 

Les exemples suivants illustrent la presente inven- 
tion sans aucunement en limiter la portSe. Les temperatures 

25 y sont toutes indiquees en degrSs centigrade? . 

Exemple 1 

On ajoute 0,4 ml de mSthacrylate de methyle 3 50 ml 

d'une suspension aqueuse d'un virus grippal ayant un degre 
12 

d' hemagglutination de 2 , on agite le melange ainsi obtenu 
30 puis on le laisse reposer pendant H3 jours 3 4°.Cti elimine ensuite 
l'oxygene en faisant barboter pendant 5 minutes un lent courant 
d" azote dans le melange. AprSs avoir scelie hermetiquement, 
on irradie le melange S la temperature ambiante par une source 
au 6 °Co a raison de 0,46 Mrad. On determine la disparition du 
35 monomere - par titrage acidiraetrique en presence de morpholine selon la 
methcde utilisee pour le dosage des composes a, B insaturis.Le melange 



8 



2304326 



ainsi obtenu paut etre utilise tel quel comme vaccin, sans 
autre traitement. 

Exemple 2 

On procede comme decrit 3 l'exemple 1, mais on met 
5 en jeu O f l ml de mSthacrylate de raSthyle. 

Exemple 3 

On procede comme dScrit a l'exemple 1, mais on 
utilise un mSlange constituS de 0,25 ml de mSthacrylate de 
mSthyle et de 250 mg d'acrylamide et on l'agite jusqu'3 dis~ 
10 solution totale. 

Exemple 4 

On procSde comme dScrit a l'exemple 1, mais on met 
en jeu O r 2 ml de styr&ne. 

Exemple 5 

15 On introduit un melange contenant une mati&re poly- 

mSrisable et la substance active telles que spScifiSes aux 
exemples 1 S 4 ci-dessus, dans un rSacteur cylindrique en 
pyrex a double paroi, la refrigeration du rSacteur Stant 
effectuSe par une circulation d'eau (le chemin optique est 

20 de 6 cm). A ce melange on ajoute, sous agitation, 0,2 mg de 
phosphate sodique "de 5-riboflavine et 0,2 mg de persul- 
"fate de potassium. Tout en agitant continuelleraent et en faisant 
barboter un courant d' azote, on irradie le mSlange a une 
temperature constante de 35 - 5° au moyen d'une lampe de 300 

25 watts se trouvant a 1'extSrieur a une distance de 15 cm. 

L ' irradiation est effectuSe sous ces conditions jusqu'a la 
disparition complete du monomSre, soit pendant 5 3 10 heures. 
Exemple 6 

On proce"de comme dScrit a l'exemple 5, mais on 
30 soumet le mSlange a une irradiation ultra-violette S l'aide 
d'une lampe de quartz plongeante (par exemple de 600 watts) . 
On irradie jusqu'a la disparition du monoraere, soit pendant 
1 a 5 heures. 

Exemple 7 

3 5 On ajoute 0,8 ml de mSthacrylate de raSthyle 3 50 ail 

d'une solution physiologique de chlcrure de sodium et en poly 
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merise selon la methode decrite a 1' exemple 1. A ce mSlange, 
on ajoute ensuite 50.000 unites d'une solution de chlorhydrate 
d'insuline (pH 3) eton ajuste sous agitation le pH a 5,6 par 
addition d'hydroxyde de sodium. L'insuline est ainsi adsorbee 
sur les particules de polymethacrylate de mSthyle. On ajoute 
a nouveau 0,3 ml de methacrylate de methyle et 200 mg d'acryl- 
amide et on effectue la polymerisation par irradiation avec 
de la lumiere visible selon la methode decrite a 1 'example 5. 
Exemple 8 

On prepare des particules de polymSthacryiate de 
methyle en procedant comme decrit S I'exemple 7. On ajoute en« 
suite une solution de 100 mg de 13-ethyl-17-ethynyl-17jJ-hydroxy- 
4-gonene-3-one dans 10 ml d'ethyleneglycol et on agite le tout 
pendant 15 minutes. AprSs addition de 0,2 ml de styrene, on 
effectue la polymerisation en procedant comme dScrit a 1 'example 1, 
Exemple 9 

On introduit 1 ml de mSthacrylate de methyle dans 
100 ml d'une solution agueuse tamponnee an phosphate et conte- 
nant 760 mg d'hydrogenophosphate de sodium dihydrate, 145 mg 
de dihydrogenophosphate de potassium et 480 mg de chlorwe de 
sodium. On agite ce melange, on y fait barboter pendant 5 
minutes un courant d' azote, on scelle hermetiquement et on 
irradie par une source au 60 co a raison de 0,46 Mrad, Lorsque 
la polymerisation est terminee, on centrifuge le melange pen- 
dant 10 minutes a 1500 tours/minute et on elimine la partie 
superieure. Apres avoir lave les particules a deux reprises 
avec, a chaque fois, 100 ml d'un tampon au phosphate, on 
ajoute 100 ml d'un vaccin antigrippal "fluide" ayant un degre 
d' hemagglutination de 2 12 et on agite le tout. Aprls avoir 
verifie" 1' absence de monomeres, on peut utiliser tel quel le 
vaccin ainsi obtenu pour 1' administration par voie parenterale. 
Exemple' 10 

On ajoute 0,4 ml de mSthacrylate de methyle a 50 ml 
d'une solution physiologique de chlorure de sodium. Apres 

avoir elimine l'oxygene par barbotage d'un courant d< azote, 
on polymerise le monomere dans un autoclave pendant 2 heures 
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a 80° et sous 1 atmosphere. On traite ensuite le melange d'une 
manigre identique a celle d§crite a l'exemple 9. 

Exemple 11 

A 50 ml d'une solution physiologique de chlorure de 
sodium, on ajoute 0,4 ml de methacrylate de methyle et 0,1 g 
de persulfate de potassium. Aprgs avoir elimine l'oxygene par 
barbotage d' azote, on chauffe le melange pendant deux heures a 
80° eb sous pressicn normale. On procide ensuite comme dgcrit 
a l'exemple 9. 

Exemple 12 

On procMe comme decrit a l'exemple 10, raais au lieu 
d'effectuer la polymerisation dans un autoclave, on irradie par 
de la lumiire ultra-violette pendant 5 heures. 

Exemple 13 

On proc§de comme decrit S l'exemple 9, mais on ram- 
place le methacrylate de methyle par un melange constitue de 
0,35 ml de methacrylate de methyle et de 250 mg d'acrylamide. 
Exemple 14 

On procSde comme dScrit a l'exemple 9, mais on 
utilise, comme matiSre polymerisable, 0,2 ml de styrSne, 
Exemple 15 

■ On procede comme decrit a l'exemple 9, mais on poly- 
merise un melange constitue de 200 mg de styrSne et de 500 rag 
de methacrylaraide. 

Exemple 16 

On introduit 0,8 ml de methacrylate de methyle dans 
50 ml d'une solution physiologique de chlorure de sodium et 
on polymerise par irradiation aux rayonsT comme dScrit a 
l'exemple 9. A la suspension ainsi obtenue, on ajoute 50,000 
unitSs d'une solution de chlorhydrate d'insuline {pH 3) et on 
a juste ce melange sous agitation 3 un pH compris entre 5 et 6 
par addition d'hydroxyde de sodium. On centrifuge ensuite et 
on sgche les particules ainsi obtenues sur lesquelles 1' insulins 
est adsorb6e. 

les particules submicroscopiques selon 1" invention, 
qui contiennent des substances biologiquement actives totalement 
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ou partiellement enrobSes par le polymere ou adsorbees sur le- 
.dit polymere, peuvent Stre utilisees comme preparations 
mgdicamenteuses a action prolongee. Ces nouvelles particules 
exercent un effet d" adjuvant. Selon les matilres utilisees et 
5 les degres d'enrobage et d 1 adsorption obtenus, les particules 
submicroscopigues obtenues selon le procede specific sous a) 
peuvent exercer, 3. partir d'une seule administration, une 
activity durable et contrSlee, 1 ' organisme etant charge par 
un minimum de substance active et d'adjuvants. Avec les parti- 
10 cules submicroscopigues preparees selon le proced§ specif ie 

sous b) , on obtient deja un bon effet d' adjuvant avec de trSs 
faibles quantites de matieres polymerisees lorsgu'on .emploie 
les matilres prSferees citSes. 

Les nouvelles particules submicroscopiques sont 
15 appropriees en particulier pour 1* administration de vaccins par 
voie parenterale, plus particulilrement de vaccins contre la 
grippe lorsque la substance biologiquement active est constituSe 
de virions ou de contposants de virus de la grippe. Ces nouvelles 
particules augmentent et/ou prolongent 1' effet immunologique 
20 des vaccins, compared a des vaccins ne contenant pas de matilres 
polymerisees. Plus particulierement elles augmentent la teneur 
en anticorps, comme il ressort des essais suivants. 

On a determine 1* augmentation de la teneur en anti- 
corps chez la souris en effectuant la reaction d' hemagglutination. 
25 On administre par voie intraperitoneale , S un groupe de 20 

souris femelles pesant chacune 20 g, 62,5 CCA de vaccin anti- 
grippal (A2 / Hongkong X-31), l'antigene §tant associS 3 la 
matiere polym€risSe sous forme de particules submicroscopiques 
preparees selon 1' invention. On effectue un prSlSvement de sang 
30 avant la vaccination et 20 jours apres la vaccination. Avant 

d'effectuer le titrage, on desactive les serums par un traite- 
ment au periodate et par un chauffage S 56° pendant 30 minutes. 
Pour, evaluer la teneur en anticorps, on determine 1' inhibition 
de 1* hemagglutination en procSdant selon la methode de microti- 
as trage decrite par T.C, O'Brien et coll. dans Appl. Microbiol. 21^ 
311 (1971) 3 l'aide d'un dispositif de pipettage automatique et 
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et en presence de 0,5% d ! erythrocytes de poulet. On compare 
ensuite ces resultats ■ avec ceux des animaux temoins qui eux 
ont ete 1 traites par un vaccin aqueux ne contenant pas de 
polymeres ou par un vaccin aqueux comportant, comme adjuvant, 
de l'hydroxyde d' aluminium. " On constate, dans cet essai, que 
les animaux traites par le vaccin de 1* invention presentent une 
teneur Slevee en anticorps 20 jours aprSs la vaccination. 

L 1 augmentation de la teneur en anticorps a egalement 
Ste mise en evidence chez le cobaye au moyen de la reaction 
d" hemagglutination. On administre par voie sous-cutanee des 
virions de la grippe (B/Hongkong 8/73), l'antigene etant associe 
a la matiere polymerisee sous forme de particules submicrosco- 
piques pr'eparees selon 1" invention, a un groupe de 25 cobayes 
a raison de 400 unites Internationales par animal. A chaque 
animal, on prelSve du sang avant la vaccination, 4 semaines puis 
8 semaines apres la vaccination. Quatre semaines apres la 
vaccination, les animaux recoivent une injection de rappel de 
800 unites internationales des memes virions mais exempts de 
matiSres polymerisees. On desactive les serums par traitement 
avec l'enzyme. EDS (receptor destroying enzyme) et par chauffage 
a 56° , on effectue le titrage selon la methode indiquee ci- 
dessus et on compare les resultats avec ceux des animaux temoins. 
On constate que la teneur en anticorps est elevfie chez les 
animaux ayant recu le vaccin antigrippal tel que specific ci- 
dessus. 

les particules submicroscopiques selon l 1 invention 
et comportant, comme substance biologiquement active, un 
compose douS de proprietes pharmacologiques peuvent egalement 
etre utilisees comme preparations medicamenteuses? 3 administrer 
par voie parenterale ou orale: elles entraxnent une liberation 
lente de la substance active dans I'organisme et, de ce fait, 
prolongent l'effet de la substance active. 
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RBVENDICATIONS 
1.- Un procSde de preparation de particules submi- 
croscopiques contenant une matiSre polymerisee acceptable phy- 
siologlquement et une substance biologiquement active, lesdites 
particules formant une solution colloldale ou une suspension 
dans un milieu liquide hydrophile ou hydrophobe, caract€ris£ 
en ce que 

a) on mfilange une suspension, une emulsion, une solution ou 
une solution collofdale dans un milieu liquids d'une subs- 
tance biologiquement active eventuellement adsorbee sur un 
support, avec une matiere polymerisable soiunle dans le 
milieu liquide utilise et 0 i 34 en poids d f un stabilisant, 
puis on soumet le mSlange a des conditons entralnant la 
polymerisation de la matiere polymerisable, ou 

b) on adsorbe la substance biologiquement active sur des parti- 
cules submicroscopiques de matiSre polymerisee en mettant 
en suspension des particules de polymeres dans un milieu 
liquide contenant la substance biologiquement active. 

2.- Un procSdfi selon la revendication la), caracteris£ 
en ce gu'on effectue la polymerisation en presence d'un stabili- 
sant dont la concentration n'excede pas 1% en poids du mSlange 
reactionnel. 

3. - Un procSdS selon la revendication 2, caracterisS 
en ce que la concentration du stabilisant n'exceoe pas la 
concentration micellaire critique du systeme. • 

4. - On procedfi selon la revendication la), caracterisg 
en ce que la polymerisation est effectuee en 1' absence d'un 
stabilisant. 

5. - Un proc€d§ selon 1'une quelconque des revendica- 
tions la] a 4, caracterisS en ce que la concentration de la 
matiSre polymerisable n'excSde pas 2% en poids du milieu 
reactionnel. 

€.~ On procecl§ selon l'une quelconque des revendlca- 
tions la) a 5, caracterise en ce que la substance biologiquement 
active est adsorbee sur un support. 

7.- Un procSdS selon la revendication 6, caracterise 
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en ce que le support est constituS par des particules subrai- 
croscopiques obtenues par polymerisation de la matiSre poly- 
mer! sable. 

8. - Un procfide selon la revendication lb), caracte- 
rise en ce qu'on dissout, emulsionne ou met en suspension une 
matiere polymerisable dans un milieu liquide, on polymerise 
de maniSre a obtenir des particules submicroscopiques puis on 
met en suspension ces particules de polymSres dans un milieu 
liquide contenant la substance biologiquement active. 

9. - Un procSdS selon l'une quelconque des revendications lb) 
fit 8, caracterise en ce qu'on isole par lyophilisation les part.ia.Ues sub- 
microscopiques ayant adsorbe la substance biologiquement active. 

10. - On procedS selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 9 , caracterise en ce que le milieu liquide contenant 
la substance biologiquement active est un milieu aqueux. 

11. - Un process selon la revendication 10, caractSrisS 
en ce que le milieu liquide aqueux est une solution physiolo- 
gique de chlorure de sodium ou une solution physiologique 
tamponnee au phosphate. 

12. - Un proo€d6 selon l'une quelconque des revendica- 
tions Hll, caracterisS en ce que la raatiSre polymSrisable 
est le styrSne, la vinylpyrrolidone , un derive de l'acide aery- 
lique, un derive de l'acide methacrylique ou un melange de ces 
produits. 

13. - Un precede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 12, caracterise en ce qu'on utilise, corame substance 
biologiquement active, des antigenes, des proteines, des virus f 
des bacteries, des cellules, des constituents de virus, de 
bactiries ou de cellules, des peptides oil des steroldes, 

14. - Des particules submicroscopiques contenant une 
matiSre polymSrisee acceptable physiologiquement et une subs- 
tance biologiquement active, lesdites particules formant une 
solution colloidale ou une suspension -dans un milieu liquide 
hydrophile ou hydrophobe,caracterisees en ce qu'elles ont ete obtenues selon 
le procgde specif ie a l'une quelconque des revendications 1 I 13, 

15. - Des particules submicroscopiques selon la reven- 
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dication 14, caracterisees en ce que la substance biologiquement 
active est enrobee totalement ou partiellement par la ; 
matiere polymerisee acceptable physiologiquement.' 

5 16.- Des particules submicroscopiques selon la 

revendication 15, caracterisees en ce que la substance biolo- 
giquement active employee est adsorbeesur un support. 

17. - Des particules submicroscopiques selon la re- 
vendication 16, caracterisees en ce que le support est consti- 

10 tue de particules de matiere polymerisee identique a la 
matiere utilisee pour I'enrobage. 

18. - Des particules submicroscopiques selon la re- 
vendication 14, caracterisees en ce que la substance biologi- 
queraent active est adsorbee sur les particules submicroscopiques 

15 de matiere polymerisee. 

19. - Des particules submicroscopiques selon I'une 
quelconque des revendications 14 a 18, caracterisees en ce que 
la matiere polymerisee est obtenue par polymerisation du styrene, 
de la vinylpyrrolidone, d'im derive de l'acide acryligue ou 

20 methacrylique ou d'un melange de ces produits. 

20. - Des particules submicroscopiques selon la reven- 
dication 19, caracterisees en ce que la matiere polymerisee 
est du polymethacrylate de methyle ou un copolymere du metha- 
crylate de methyle et de l'acrylamide. 

25 21.- Des particules submicroscopiques selon l'une 

quelconque des revendications 14 a 20, caracterisees en ce que 
la substance biologiquement active est constitute par des antigenes, 
des virus, des bacteries, das cellules, des constituents de virus , 
de bacteries ou de cellules, des proteines, des peptides ou des 

30 stSroIdes . 

22.- Des particules submicroscopiques selon la re- 
vendication 21, caracterisees en ce que la substance biologi- 
quement active est constituee de virus, de virions ou de 
constituants de virus de la grippe. 
ss 23.- Des particules submicroscopiques selon la re- 

vendication 21, caracterisees en ce que la substance biologi- 
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quement active est l'insuline. 

24. - Des particules submicroscopigues selon l'une 
quelcongue des revendications 14 a 23, caracterisees en ce 
que leur diametre est compris entre 50 et 300 nm, 

25. - i" application en therapeutique des particules 
submicroscopigues specif lees 3 l'une guelcongue des revendica- 
tions 14 I 24, comme preparations medicamenteuses a action 
prolongSe destinees a etre administrees par voie orale ou 
parenterale. 

26. - Un vaccin injectable, caractSrisS en ce gu'il 
comprend des particules submicroscopigues telles que specifiers 
a l'une guelcongue des revendications 14 S 22 et 24, sous 
forme de suspension ou de solution colloldale dans un milieu 
agueux sterile. 

27. - Dn vaccin antigrippal injectable, caracterisfi 
611 ce <5-'-l comprend des particules submicroscopigues 
telles que specifiers a l'une guelcongue des revendications 14 
& 22 et 24, sous forme de suspension ou de solution colloldale 
dans un milieu agueux sterile. 



